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Uvod

Problematika stanoveni jodu v biologickém materialu
je aktualni jiz od druhé poloviny minulého stoleti, kdy
zaCaly byt feSeny problémy jodového deficitu zavadénim
jodované soli do potravniho fetézce. Prizkumy, které pro-
vedl Endokrinologicky ustav v Praze zacCatkem 90. let
20. stoleti vsak ukazaly, Ze az 50 % obyvatel CR trpi riizné
zavaznym nedostatkem jodu v disledku klesajici spotieby
jodované soli'. V této souvislosti se do popiedi opét dosta-
va problematika stanoveni tohoto dileZitého mikroelemen-
tu. V Ceské republice je ke stanoveni jodu nejéastéji pou-
zivana spektrofotometrickd metoda” zalozena na Sandello-
vé-Kolthoffove reakei® po predchozi alkalické mineralizaci
vzorku, optimalizované podle Fiedlerové®. Sandellovy-
Kolthoffovy reakce vyuziva ke stanoveni jodu
v potravinidch po modifikované kyselé mineralizaci vzor-
ku**i Rudolfova’”.

V roce 2001 Ceskd zemé&délska a potravinafskd in-
spekce (CZPI) se sidlem v Brng usp&sné uspotadala mezi-
laboratorni validaci metody stanoveni jodu v potravinach
podle Sandella-Kolthoffa pro &tyfi druhy pozivatin’. Této
validace se ucastnily i dvé laboratote, jejichz vysledky
byly vylouéeny ze souboru dat pro mezilaboratorni valida-
ci, protoze byly ziskany metodou principidlné odliSnou od
validované. Presto vysledky stanoveni poskytnuté témito
metodami jsou v dobré shod¢ s vysledky validované meto-
dy.

Jednou ztéchto metod je stanoveni jodu
v biologickém materialu metodou iontové parové vysoko-
ucinné kapalinové chromatografie s elektrochemickou
detekci (HPLC-ED), ktera byla zavedena a ovéfena ve
Spolegné laboratoii Ceské zeméd&lské univerzity a Vy-
zkumného ustavu mlékarenského (CZU-VUM) na Fakulté
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agrobiologie, potravinovych a piirodnich zdroja CZU
v Praze. Testovana metoda vychézi z prozatimni technické
normy mezinarodni mlékarské federace IDF-Standard
167:1994, jejiz predmétem je stanoveni jodu v Cerstvém
mléce nebo v suseném mléce po rekonstituci'’. Po odstra-
néni nerozpustnych a vysokomolekuldrnich ¢astic centrifu-
gaci a nasledné filtraci pfes membranovy filtr se vzorek
mléka pfimo davkuje do kapalinového chromatografu.
Vlastni stanoveni je provadéno na kolon¢ s reverzni fazi
Partisphere C-18, 5 pm, 110 x 4,7 mm nebo jejim ekviva-
lentem s mobilni fazi — vodny roztok 10 mM Na,HPO,
obsahujici 1,0 mM hexadecyltrimethylamonium-chlorid/
acetonitril  (68:32 v/v, pH 6,8; pratok mobilni faze
2 ml min') — se zatazenym elektrochemickym detektorem
(DC nebo pulsni amperometricky rezim, pracovni elektro-
da Ag v rozsahu napéti 0-50 mV, referentni elektroda Ag/
AgCl).

Kromé iontové parové HPLC lze z metod kapalinové
chromatografie ke stanoveni jodu v biologickém materialu
vyuzit i iontové vyménnou HPLC s elektrochemickou'""
nebo spektrofotometrickou'>'* detekci. Tontové vyménnou
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s elektro-
chemickou detekci ke stanoveni jodu v potravinach obecné
popsali Kuwahira a Asai''. Pfed vlastnim stanovenim byl
kazdy vzorek mineralizovan pfidavkem 4 M hydroxidu
draselného a 25% dusi¢nanu draselného a spalovan
v muflové peci nejdiive pii teplot¢ 100 °C a potom pfi
teploté¢ 550 °C po dobu celkem 5 h. Mineralizat byl roz-
pustén v destilované vodé¢, rozpousténi bylo podpofeno
umisténim zkumavky do ultrazvukové lazné. Vlastni sta-
noveni bylo provedeno na koloné Shodex IC-524A
(mobilni faze: 100 mM NaH,PO, obsahujici 5 mM ethy-
lendiamin, priitok mobilni fize 1,5 ml min ') se zafazenym
elektrochemickym detektorem (pracovni elektroda Ag,
vloZené napéti 60 mV, referentni elektroda Ag/AgCl).

Ve srovnani s validovanou metodou stanoveni jodu
podle Sandella-Kolthoffa pfi chromatografickém stanoveni
odpada jodidy katalyzovana reakce mezi arsenitanovymi
a ceriitymi ionty, kterd vyZaduje vedle naprosto presného
dodrzeni reak¢nich podminek i dokonale d&isté sklo.
K vlastni analyze se pouzivd pfimo nafedény mineralizat.
Pravé nedodrzeni reakénich podminek v Sandellové-
Kolthoffové reakci je pravdépodobné pfi¢inou pomérné
Castého neuspéchu pfi stanoveni jodu validovanou meto-
dou.

Experimentalni ¢ast

Material a metody

Pouzité chemikalie (KOH, ZnSO,, KCIOs;,
Na,HPO,- 12 H,0) byly distoty p.a. (Lachema, Brno), KI
Cistoty p.a., CH;CN Cistoty gradient grade pro chromatografii
LiChrosolv® (Merck, Darmstadt), CH3(CH,);sN(CHj3);Cl1
(25% vodny roztok) (Sigma-Aldrich). Pro pfipravu rozto-
k@ a myti nddobi byla pouzita redestilovand a deminerali-
zovana voda.
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Vzorky biologického materialu (referencni material,
Cerstvé mléko odebrané pfimo na farméch, mlécné vyrob-
ky, maso a masné vyrobky zakoupené v trzni siti) pro sta-
noveni jodu byly podrobeny alkalickému taveni za ptitom-
nosti KOH, ZnSO, a KCIO; podle postupu Fiedlerové®.
Vlastni stanoveni jodu bylo provadéno na stavebnicovém
kapalinovém chromatografu firmy Waters (vysokotlaké
cerpadlo Waters 616, automaticky davkovac Waters 717)
na koloné Nova-Pak C-18, 4 pm, 60 A, 150 x 3,9 mm, pfi
teploté¢ 30 °C. Mobilni fézi tvofil vodny roztok 10 mM
Na,HPO, obsahujici 1,0 mM hexadecyltrimethylamonium-
chlorid/acetonitril (68:32 v/v, pH 6,8; prutok mobilni faze
1 ml min™). Detekce byla provadéna pulsnim elektroche-
mickym detektorem Waters 464 v DC rezimu (na elektro-
dy je vlozeno konstantni stejnosmérné napéti 5 mV a méii
se vysledny proud v zavislosti na ¢ase) s pracovni elektro-
dou Ag a referentni elektrodou Ag/AgCl).

Vysledky a diskuse

Pro ovéfeni spravnosti popisované metody byly pou-
zity certifikované referencni materidly: suSené odstiedéné
mléko BCR 063R s certifikovanym obsahem jodu
0,81 0,05 ug g’ susiny a hovézi jatra BCR 185 s indika-
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vysledky nebyly zahrnuty do souboru dat pro mezilabora-
torni validaci testované metody, protoze byly ziskany prin-
cipialné odlisnou metodou. Validace metody se castnilo
jen velmi malo laboratofi (8), coz ukazuje na obtiznost
validovaného stanoveni, a proto z hlediska matematické
statistiky neni soubor primdrnich dat dostatecné reprezen-
tativni. Pfesto lze na zékladé porovnani vysledkt analyzy
obsahu jodu ve vzorcich A-D metodou HPLC s elektro-
chemickou detekci s vysledkem statistického zpracovani
dat, ziskanych pfi mezilaboratorni validaci metody podle
Sandella-Kolthoffa (viz Tab. II), chromatografické stano-
veni jodu s elektrochemickou detekci povazovat za vyho-
vujici metodu pro stanoveni jodu. Vysledky analyzy
HPLC vzorku C a D se pln€ shoduji s vysledky validované
metody a analyzu HPLC vzorkii A a B lze vzhledem
k velkému rozpéti vysledkid validované metody a malému
poctu analyz rovnéZ povazovat za uspokojivou. Vzhledem
k vySe uvedenym vyhodam lze iontoveé parovou vysoko-
ucinnou chromatografii s elektrochemickou detekci navrh-

Tabulka I
Stanoveni jodu v referenénim materialu

tivni hodnotou jodu 105 ng g™ susiny. Vyrobce obou refe- Parametr Hodnota
rencnich materidll je Community Bureau of Reference, BCR 063 BCR 185
Belgie;. Vysl,edky experim’entélniho ."stanoveni jodu Pocet analyz 15 10
v certifikovanych referencnich materidlech metodou dnotk a1 a
HPLC jsou uvedeny v tabulce 1. Je n.ot Y . HE 2 ngeg

V roce 2001 probéhla pod vedenim CZPI v Brné vali- Certifikovana hodnota ¢i 0,81 105*
dace stanoveni jodu v potravinach podle Sandella- indikativni* hodnota
Kolthoffa. Na obsah jodu byly analyzovany multivitami- Nejistota 0,05 _
novy ndpoj vpraSku (vzorek A), instantni Semy Caj o b experimentdlnich  0,761-0,845  93-107
(vzorek B), instantni smés pro ochuceni mléka (vzorek C) h

. .. ;. . odnot
a bylinkova stl obohacena jodem (vzorek D). VSechny o
vzorky byly soub&zné analyzovany i vysokouéinnou kapa- Primér 0,814 101
linovou chromatografii s elektrochemickou detekci, ale Relativni smérodatna 4,49 8,74
odchylka, %

Tabulka II
Vysledky mezilaboratorni validace metody stanoveni jodu podle Sandella-Koltoffa
Statistické parametry Vzorek A Vzorek B Vzorek C Vzorek D
Pocet laboratoii zahrnutych do vypoctu 6 8 7 6
Pocet odlehlych laboratofi 2 0 1 2
Primér, mg kg1 41,33 27,77 48,02 9,75
Smeérodatna odchylka opakovatelnosti, mg kg’1 0,807 1,423 1,019 0,638
Relativni smérodatna odchylka opakovatelnosti, % 1,95 5,12 2,12 6,55
Smérodatna odchylka reprodukovatelnosti, mg kg™ 2,667 4,576 4,976 1,610
Relativni smérodatna odchylka reprodukovatelnosti, % 6,45 16,48 10,36 16,50
Rozsah, mg kg™ 37,60-45,51 21,47-37,49 41,35-55,10 8,15-12,22
Primér stanoveni metodou HPLC, mg kg’1 47,66 19,67 51,66 10,30
Smeérodatna odchylka opakovatelnosti, mg kg’1 0,07 0,11 0,21 1,62
Relativni smérodatna odchylka opakovatelnosti, % 0,14 0,56 0,41 15,73
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Tabulka IIT

Obsah jodu ve vybranych potravinach Zivoc¢isného plivodu

Vyrobek Obsah jodu * [ug kg '] Pramér [pg kg '] Sg " [%]
Mléko &erstvé (7 farem CR) 53 — 605 242 11,0
Trojské mléko 117 - 229 176 9,4
Jogurt 177 — 341 266 9,3
Mekky tvaroh 338 —443 403 4,5
Tvrdy tvaroh 390 — 891 576 12,3
Taveny syr Maratonec 133 -282 204 17,3
Syr eidamského typu Zeletavskeé platky 284 — 488 391 11,8
Balkansky syr 173 - 271 202 5,7
Veptova kyta 105 -171 130 12,1
Veptova plec 80 -153 106 12,0
Vepfova jatra 107 -182 158 17,9
Vepiové srdce 99 — 169 132 13,2
Vepiova ledvina 82 -206 138 16,2
Hovézi kyta 69 —-160 112 17,5
Hovézi plec 65-170 112 11,9
Hovézi jatra 50-182 114 13,1
Kufeci prsa <MD <MD -
Kufeci srdce 163 — 245 191 15,2
Kufeci jatra 62 — 265 144 13,2
Aljasska treska 124 — 243 193 4,7
File 608 — 725 656 9,4
Pstruh 408 — 531 479 13,3
Kapr 230 —-358 302 13,6
Losos libovy 320 - 500 427 14,1
Losos tuény 657 — 819 719 12,0
Lososova pastika 193 - 318 272 16,3
Rybicky v konzervé — Jadran 282 —363 320 12,7
Spekacek 64171 68 55
Sunka dréibezi 437 - 464 448 3,2
Salam Vysoc¢ina 52-58 55 6,9
Salam Sunkovy 53-69 59 14,6

"Mez detekce (MD) = 54 pg kg™'; ® S — relativni smérodatna odchylka opakovatelnosti

nout jako metodu alternativni ke klasickému stanoveni
jodu s vyuzitim Sandellovy-Kolthoffovy reakce.

Mez detekce byla vyhodnocena z kalibra¢ni zavislosti
sestrojené v rozsahu 1-105 ng jodu v 1 ml kalibracniho
roztoku standardnim statistickym postupem v programu
Excel'®. Rovnice regresni piimky zavislosti odezvy detek-
toru D [mV s] na koncentraci jodu v roztoku [ng ml™'] ma
tvar D = 12541c a koeficient determinace R* = 0,9965.
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Mez detekce je 4,55 ng jodu v 1 ml mineralizatu, linedrni
dynamicky rozsah je 0-250 ng ml™".

Ovéfenou  metodou iontové  parové HPLC
s elektrochemickou detekci byly v pribéhu let 2000-2003
opakované stanoveny obsahy jodu ve vybranych vzorcich
masa, mléka a masnych a mléénych vyrobkl. Jednotlivé
vzorky byly analyzovany ve tfech paralelnich opakovénich
s primérnou relativni smérodatnou odchylkou 11,7 %.
Rozmezi stanovenych hladin jodu v analyzovanych vzor-
cich potravin udava tabulka III.
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Zavér

Spravnost stanoveni jodu v biologickém materialu
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s elektro-
chemickou detekci po alkalické mineralizaci vzorku byla
ovérfena analyzou referencnich materialti a dobrou shodou
vysledkt stanoveni jodu ve Ctyfech vzorcich pozivatin
testovanou metodou. Paralelni vysledky byly ziskdny
v ramci mezilaboratorni validace metody stanoveni jodu
v potravinach podle Sandella-Kolthoffa. Metoda je vhodna
pro mineralizaty s obsahem jodu nejméné 4,55 ng v 1 ml
mineralizatu. Metodou HPLC-ED byl stanoven obsah jodu
v riiznych potravinach zivo¢i§ného ptivodu.

Autoii dékuji Grantové agentuie MSMT za financni
podporu (vwzkumné zamery MSM 4121 00003 a MSM
6046070901) pri FeSent uvedené problematiky.
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A. Hejtmankova®, M. Vejdova®, and E. Trnkova®
(“Department of Chemistry, University of Agriculture,
Prague, "Dairy Research Institute, Prague): Determina-
tion of Iodine in Biological Samples by High-
Performance Liquid Chromatography with Electro-
chemical Detection

The accuracy of iodine determination in biological
samples by high-performance liquid chromatography with
electrochemical detection (HPLC-ED), after preliminary
alkaline dry ashing, was verified by analysis of reference
materials as well as by good agreement with the results
obtained in interlaboratory validation of a spectropho-
tometric method based on the Sandell-Kolthoff reaction.
The HPLC method is suitable for mineralizates containing
not less than 4.55 ng I/ ml. The method was used for deter-
mination of iodine in milk and meat as well as in milk and
meat products.



